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Ultraviolet－Bを照射したASK1，　ASK2ノックアウトマウス皮膚の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　反応性の解析
水　上　潤　哉 坪　井　良　治
東京医科大学皮膚科学講座
【要旨】　［目的］紫外線B波（ultraviolet－B；UVB）は日光皮膚炎、皮膚の老化、皮膚がんなどをひきお
こす環境要因として重要である。UV照射の有害作用は、活性酸素種の発生と関連することが知られて
いる。apoptosis　signal－regulating　kinase　l（ASKI）とASK2は進化的に保存されているmitogen－activated
protein　kinase　kinase　kinase（MAPKKK）であり、酸化ストレスなど様々なストレスにより活性化され、
c－Jun・N－terminal　kinase（∫NK）やP38MAPKを活性化することが知られている。そこでASKIとASK2
がUVB照射により生じた急性皮膚損傷に関与するかをASKI欠損（ASKl－／一）マウスとASK2＋マウ
スにUVBを照射して検討した。［方法］急性UVB皮膚損傷モデルは、野生型（WT）マウス、　ASKI一／一
マウス、ASK2＋マウスの剃毛した背部皮膚にUVBを中等度ないし強度照射することで作製し、照射
部位における皮膚の変化を肉眼的に観察し、組織学的に表皮の肥厚および基底細胞の増殖能を検討した。
各マウス由来の初代培養ケラチノサイトにUVB（40　mJ／cm2）を照射し、　P38MAPKと∫NKの発現を免
疫プロット法を用いて解析した。［結果］中等度UVB照射によるASKI”i一マウスでは、　WTマウスと
比較して、反応性の表皮肥厚や細胞増殖が組織学的に認められなかった。一方、強度UVB照射による
ASK2＋マウスではUVB照射により生じる皮膚潰瘍面積が減少していた。さらにASK2一ノーマウス由来
の初代培養ケラチノサイトにおいて、UVB照射後の晩期p38MAPK活性化の発現低下が認められた。［結
論］これらの結果から、急性UVB照射によって生じる皮膚損傷の発生過程にASK1とASK2が関与す
ること、およびこれら2つの分子の機能が異なることが示唆された。
はじめに
　皮膚は病原微生物や紫外線を含む物理化学的傷害
から生体を保護iする生理的なバリア機構としての役
割を担っている。皮膚への紫外線曝露は日光皮膚炎
などの急性炎症反応だけでなく1）、老化2）や腫瘍形
成3）などの慢性的な反応も引き起こす。特にUVB
曝露による細胞内の活性酸素種（reactive　oxygen
species；ROS）濃度の上昇は、脂質、タンパク質、
DNAの酸化を介して細胞毒1生を誘導する4）。一方で
ROSはUVBの細胞応答を仲介するセカンドメッセン
ジャーとしての役割を持つことが知られている5）6）。
　紫外線などの外界からのストレス刺激に応じて、
細胞は増殖やアポトーシスなどの反応を示す。細胞
内にはこれらの反応を制御するMAPK（mitogen－
activated　protein　kinase）経路が知られており、この
経路は酵母から哺乳類に至るまで極めてよく保存さ
れている。この経路は、上流のMAPKKK（MAPK
kinase　knase）がMAPKK（MAPK㎞ase）を、　MAPKK
がMAPKを順次リン酸化して活性化するキナーゼカ
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スケードであり、活性化されたMAPKは最終的に
核内の転写因子等をリン酸化することでその機能を
調節する7）。
　ASKI（apoptosis　signal－regulating　kinase　l）はMAP－
KKKファミリーに属するセリン／スレオニンキナー
ゼの一つであり、ROSにより強く活性化され、
MAPKKであるmitogen－activated　protein　kinase　kinase
3（MKK3）、MKK6を介してP38MAPKを、　MKK4、
MKK7を介して∫NKをそれぞれ活性化する8－lo）。
ASK1の生体における生理的・病態生理学的役割を
明らかにするためにASK1ノックアウト（ASKI一ノー）
マウスが作製された。このマウスの表現型は外見上
の明らかな異常を認めず発育は正常であるが、
ASKI－／一マウス由来の細胞を用いた実験から、
ASK1が下流のp38MAPKやJNKの活性化ならびに
アポトーシスの誘導に重要な役割を担っている事が
報告されている11）。また、ASKr／一マウスを用いた
敗血症モデルでは、マクロファージ系細胞において
ASKIはtumor　necrosis　factor－alpha（TNFα）などの
炎症性サイトカインの産生に寄与し12）、背部皮膚創
傷モデルでは創傷治癒後に発毛が誘導される13）こ
となどから、ASKIが様々な病態に関与することが
明らかになりつつある。
　一方、ASK2は酵母two－hybrid法によるスクリー
ニングによりASKIの結合分子として同定されたセ
リン／スレオニンキナーゼである14）。作製された
ASK2＋マウスも外見や繁殖能の異常は見られな
かった。ASK2はASK1とヘテロ複合体を形成する
ことで安定化し、活性が維持されることで機能する
ことが明らかとなり、ROSにより下流の∫NKの活
性化に関与することなどが報告された15）。ASK2－／『
マウスを用いた2段階皮膚発癌モデルにおいて、腫
瘍発生までの期間短縮、腫瘍個数の増加がみられ、
ASK2が癌抑制遺伝子として機能することが示唆さ
れている16）。
　これまでの知見から、ASKI、　ASK2は外界から
のストレス刺激に応答する生理的分子であることが
示唆され、紫外線、特にROS産生を誘導するUVB
照射による病態に関与することが予想された。
　紫外線による急性の皮膚損傷では、照射量に応じ
て紅斑、水垣、びらん、潰瘍と、その後の色素沈着、
反応性表皮肥厚、搬痕などが認められる。本研究で
はASKI＋およびASK2＋マウスを用いて、剃毛
した背部にUVBを照射した急性皮膚損傷モデルを
作製し、中等度のUVB照射モデルでは照射後の反
応性表皮増殖について、強度のUVB照射モデルで
は皮膚潰瘍の形成について、ノックアウトマウスと
野生型（wild－type；WT）マウスでの反応を比較検
討した。また初代培養ケラチノサイトを用いて、
UVB刺激に対するASKI、　ASK2を介したP38MAPK
やJNKの活性化への影響を検討した。
対象および方法
　＜動物＞
　ASKI一／』マウス、　ASK2－／一マウスは共同研究先で
ある東京人学大学院薬学系研究科・一條研究室で作
製された川6）。それぞれ特異的なターゲッティング
ベクターを用いて相同組み換えにより遺伝子を破壊
したマウス129／SvJ軸性幹細胞（ES細胞）を樹立し、
それらを用いてキメラマウスを作製後、C57BL／6J
に戻して交配をし、10継代以上経たものを実験に
使用した。
　＜方法＞
　1．UVB照射モデル
　生後8－10週問目の毛周期が休止期のASKI－／一マ
ウス、ASK2＋マウスおよびWTマウスの背部を
バリカンで粗く剃毛した。この状態で320mJ／cm2
を照射すると、WTマウスの背部皮膚に紅斑を生じ
たので、これを中等度照射モデル（1回剃毛：320
mJ／cm2）とした。一方、おおまかな剃毛後にさらに
網刃つきのバリカンで丁寧に除毛を行ったWTマ
ウスは、160mJ／cm2を照射した時に皮膚潰瘍を形成
したので、これを強度照射モデル（2回剃毛：160
mJ／cm2）とした（この2回剃毛方法で紅斑だけを生
じさせるには約60mJ／cm2が必要であることは確認
した。）マウスはジエチルエーテルを用いて浅麻酔
状態として、UVB照射器内で動かぬよう固定した
状態でUVBを照射した。それぞれの実験において、
各群7匹ずつ用いてUVBを照射し、照射後は通常
の飼育条件で個別に飼育した。照射4日後に背部皮
膚の写真をとり、ジエチルエーテル麻酔下で安楽死
させた後に皮膚組織を採取し、組織学的検索に供し
た。採取した皮膚組織は全て凍結ブロックとした。
この凍結ブロックよりクライオスタットを用いて8
pmの切片を作製し、中等度UVB照射後の表皮の
反応性増殖を解析するため、ヘマトキシリン＆エ
オジン染色にて組織学的に検討した。また免疫組織
染色を用いた増殖細胞の検出には、抗Ki67抗体
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（DAKO　Cytomation）、　anti－rat二次抗体（DAKO　Cyto－
mation）を用いて染色し、シンプルステインDAB
溶液（ニチレイバイオサイエンス）を用いて発色さ
せ、対比染色はヘマトキシリン染色を行った。強度
UVB照射後に生じる皮膚潰瘍形成の解析には、撮
影した背部についてImage　Jを用いて正常皮膚と潰
瘍の境界をplotすることで潰瘍面積を算出した。
　2．初代培養ケラチノサイトの培養およびUVB
　　　刺激
　初代培養ケラチノサイトを用いて、UVB照射に
対してASKI、　ASK2がどのような細胞内シグナル
伝達を担っているのかを検討した。生後1日目から
3日目までのWTマウス、　ASK「／一マウス、　ASK2－／一
マウスの新生仔より皮膚を採取し、rinse　solution（200
units／mL　PenicillinGを含むPBS）で洗浄後、　PBS中
に250units／ml　Dispase（Godosyusei）を添加した溶
液を3ml用意し、35　mmプレート内で4。C一晩酵
素処理をした。表皮と真皮を分離した後、表皮を細
切し、0．25％トリプシンを含むPBS中で370C　lO
分間酵素処理をした。処理後のサンプルを10％
FBS含有PBS中に浸してトリプシンによる酵素反
応を停止し、遠心してケラチノサイトの沈殿物を得
た。培養液は100units／ml　Penicillin　Gを含むCnT－07
medium（CellnTec）を使用し、12　wellのcollargen－
coated　plateに1×106　cells／mlとして細胞を播種した。
培養1日目に培地の交換を行い、細胞が80％con－
fluentとなる3日目に実験を行った。　UVB照射実験
では、照射直前に培養液を除去、PBSに置換して
40mJ／cm2で照射した後、　PBSを除去し再度培養液
に置換した。
　3．ウエスタンプロット
　初代培養ケラチノサイトにUVB　40　mJ／cm2で刺
激を加え、24時間後までの細胞内シグナル伝達を
ウエスタンプロットで検：解するため、それぞれ各
wellに200μ1のIP　lysis　buffer（50　mM　Tris－HCI，　pH
8．0，　150　mM　NaCl．　10／o　deoxycholate．　10／o　Triton
X－100．　10　mM　EDTA．　1　mM　phenylmethylsulfonyl
fluoride、5μg／ml　aprotinin）で溶解、遠心後の上清を
回収し、等量のSDS　sample　buffer（4％SDS、100　mM
Tris－HCI　pH　8．8．　100／o　bromophenol　blue．　360／o　glyc－
erol、10　mM　dithiothreitol）を加え、98。Cで3分煮
沸した後、各サンプルを100μ1ずつSDSポリアク
リルアミド電気泳動（SDS－PAGE）にて分離した。
分離したタンパク質をゲルからpolyvinylidene　diflu－
oride膜（Φ0．45　pl　PVDF膜：日本ジェネティクス）
に転写し、5％スキムミルクを含むTBS－T（150　mM
NaCl、50　mM　Tris－HCI　pH　8．0、0．05％Tween　20）で
ブロッキングを行った。一次抗体は4。Cで一晩以上、
二次抗体は室温で1時間反応させた。抗体反応後、
十分にTBS－Tで洗浄し、　enhanced　chemilumines－
cence（ECL）システム（GE　Healthcare）を用いて
検出した。
　一次抗体には抗リン酸化p38MAPK抗体、抗リン
酸化∫NK抗体、抗Actin抗体（いずれもCell　Sig－
naling、　Danvers）、抗ASKl抗体、抗ASK2抗体（い
ずれも一條研究室で作製）を使用し、二次抗体には
horseradish　peroxidase標識された抗rabbit　lgG抗体
（Cell　Signaling，　Danvers）、抗rat　lgG抗体（Zymed、
USA）、抗mouse　IgG抗体（Amersham、　USA）を用
いて検出した。
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ilg’glii　g・　nyiz‘i　，i，，i
a）　Macroscopic　appearance
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Fig、　L　Skin　reaction　to　moderate　UVB　irradlation　ln　WT，　ASK「〆一and　ASK2＋mice．
　　　　　（a）　The　macroscopic　appearance　of　the　once－chpped　dorsal　skm　exposed　to　UVB　（320　mJ／cm2）　m　WT，　ASKI一’一　and
　　　　　ASK2－／－at　day　O　and　day　4　after　UVB　irradlatlon．
　　　　　（b）　UVB　uradiation　stimulated　acanthosis　in　WT　and　ASK2－i一　mice　but　to　a　lesser　extent　in　ASKI一’一　mice．
　　　　　Skin　samples　were　taken　at　day　O　（control）　and　day　4　after　UVB　irradiation　（320　mJ／cm2）　（Hematoxylin　and　eosin　stain）．
　　　　　（c）Basal　cells　express　Ki67－antlgen　in　WT　mlce　but　to　a　lesser　extent　in　ASK「／－mlce　at　day　4諭er　UVB　irradlation
　　　　　（Ki67　stam）．
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結 果
　1．ASK1－／一マウスでは中等度UVB照射後の反
　　応性表皮増殖、肥厚が見られない。
　1群7匹で行った中等度照射モデル（1回剃毛：320
mJ／cm2）では、　WTマウスとASKl＋マウス、
ASK2一／一マウスにおいて、いずれも2日目より照射
部位に紅斑が認められ、4日後の背部皮膚に認めら
れた紅斑の大きさや程度に差は見られなかった
（Fig．　la）。中等度のUVB照射は、急性炎症に伴う
紅斑の形成だけでなく、反応性の表皮肥厚を生じる
ことが知られている17）。それぞれのマウスの皮膚を
組織学的に検討したところ、8週齢のASK「／一マウ
ス、ASK2＋マウスはWTマウスと比較して、
UVB非照射部位の皮膚に異常を認めなかった（Fig．
lb　DayO）。しかしながら、　UVB照射4日後に紅斑
を生じた皮膚組織をヘマトキシリン＆エオジン染
色で検討したところ、ASKI一／一マウスでは、通常認
められるUVB照射に伴う表皮肥厚が認められな
かった（Fig．　lbDay　4）。凍結ブロックから得られた
連続切片を抗Ki67抗体で免疫染色したところ、
UVB照射4日後のWTマウス表皮の基底細胞層で
のKi67陽性細胞数に対してASKI－／一マウスでは
Ki67陽性細胞数が増加していなかった。以上より、
ASKI－／一マウスでは中程度のUVB照射に対して、
表皮基底細胞の分裂増加や表皮肥厚が起こりにくい
ことが示唆された。
　2．ASK2一／一マウスにおいては強度UVB照射後
　　　の皮膚潰瘍形成が軽減する。
　1群8匹で行った強度UVB照射モデル（2回剃
毛＝160mJ／cm2）では、照射4日後にWTマウスと
ASKI－／一マウスでは背部に広範囲の皮膚潰瘍を形
成したのに対して、ASK2－f一マウスでは潰瘍形成が
少なく（Fig．2a）、統計学的に潰瘍面積の形成は有
意に低下していた（Fig．2b）。5日目以降、潰瘍は
治癒傾向となり、12日後には発毛を伴ってほぼ上
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Fig．　2．　Skin　ulcers　caused　by　severe　UVB　irradiation　in　WT，　ASKI－f一　and　ASK2一／一　mice．
　　　（a）　The　representative　macroscopic　appearance　of　the　twice　clipped　dorsal　skin　at　day　4　after　UVB　（160　mJ／cm2）　irradia－
　　　tion．
　　　（b）　Statistical　illustration　of　the　data　show　in　（a）．　N　＝　8，　Mean±SEM．　Significantly　smaller　size　of　ulcers　were
　　　observed　in　ASK2－iL　mice．
　　　（c）　The　representative　macroscopic　appearance　of　the　twice　clipped　dorsal　skin　at　day　12　after　UVB　（160　mJ／cm2）　irradia－
　　　tion．
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　 　　　　　　　　　　 　　　　　Primary　keratinocytes　Stimuli：UVB　40　mJ／cm2
UVB－induced　p38MAPK　activation　is　reduced　in　primary　keratinocytes　isolated　from　ASK2　一i‘　mice．
Cell　lysates　harvested　from　keratinocytes　from　O　to　24　h　after　exposure　to　UVB　were　subjected　to　immunoblot　analysis　for
phosphorylated－p38MAPK　（P－p38），　P－JNK，　Actin，　total　ASKI　and　total　ASK2．　Data　are　representatives　of　three　inde－
pendent　experiments．
浄化した（Fig．2c）。以上より、AsK2－／　マウスで
は強度UVB照射による急性期の皮膚損傷が軽減す
ることが示唆された。
　3．ASK2一／一マウス由来の初代培養ケラチノサイ
　　　トでは、UVB刺激：による晩期のp38MAPK
　　　の活性化が減弱する。
　動物実験の結果から、ASKI　7／一マウス、　ASK2『／一
マウスは異なる強度のUVB照射により反応性表皮
肥厚や皮膚潰瘍といった現象に関わることが示唆さ
れた。そこで培養ケラチノサイトを用いて、ASKI／
ASK2の細胞内シグナル伝達過程を検討した。
ASK2　rr／一マウス由来の初代培養ケラチノサイトに
おいては、UVB刺激12、24時間後にp38MAPK活
性化の減弱を認めた（Fig．3）。くり返し行った3回
の実験でも同様の結果が得られたが、∫NKについ
てはWTマウス、　ASKl一／一マウス、　ASK2一／一マウ
ス由来のケラチノサイトの3山間に発現の差は認め
られなかった。
考 察
ASKl、　ASK2は外界からの物理的・化学的刺激
に応答するMAPKKKであり、これまでヒト疾患モ
デルにおける研究から、種々の疾患の病態生理に関
わることが明らかとなりつつある14）。本研究では、
ASKI－／一マウス、　ASK2－／　マウスを用いたUVBに
よる急性皮膚損傷モデルから、ASKI、　ASK2の
UVBに対する個体レベルでの生理機能の一部が明
らかとなった。
　UVBによる刺激が細胞内でのROS産生を介して
p38MAPK、　JNKやextracellular　signal－regulated
kinase（ERK）などのMAPK経路のシグナル伝達を
活性化させることが報告されている17）。MAPKの中
でP38MAPKは哺乳類においてα、β、γ、δの4つ
のアイソフォームが知られており18）19）、ヒトやマウ
スで最もユビキタスに発現しているのがp38αであ
る20）。組織特異的なp38α欠損マウスの解析から、
UVBによる急性皮膚損傷では骨髄でのp38αの欠損
は炎症反応に関与せず、ケラチノサイトでのp38α
が炎症のイニシエーションに必要であることが示唆
されている2D。また、　P38MAPK阻害剤を用いたマ
ウスの解析から、UVによる急性皮膚損傷において
ケラチノサイトのアポトーシスや炎症反応に
P38MAPKが重要な役割をもつことも示唆されてい
る22）。ASKl、　ASK2はROSに　よ　り　活性化　し、
P38MAPKの活性を制御するMAPKKKとして知ら
れており、UVB刺激で細胞内に生じたROSにより
ASKI、　ASK2が活性化される可能性は以前より示
唆されていた17）。
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　UVB照射による急性皮膚障害は、ヒト疾患では
日光皮膚炎に代表され、皮膚症状もUVBの強度、
曝露時間により様々な症状がみられる。本研究では、
紅斑を生じる中等度のUVB照射、潰瘍を生じる強
度のUVB照射モデルで実験を行った。ヒトケラチ
ノサイトの実験から、UVB刺激による表皮の変化
としてP38MAPKやJNKの活性化による反応性の
細胞増殖が知られている23）。ASKIの活性化がケラ
チノサイトの分化にもASKIの関与が過去に報告さ
れていた24）が、今回の実験によりUVB刺激による
表皮角化細胞の増殖能が、ASKlによって制御され
ている可能性が新たに示唆された。
　UVBによる表皮角化細胞に対する直接的な作用
としてアポトーシス誘導が知られているが、近年
UVBによる細胞内ROSの産生は二峰性で、特に晩
期でのミトコンドリア由来の細胞内Ros濃度の上
昇が、ヒト表皮角化細胞でのアポトーシスに直接作
用することが報告されている25）26）。
　強度UVB照射モデルでは、　ASK2一／一マウスにお
いて潰瘍面積が減少していること（Fig．2a，　b）や
ASK2“i一マウス由来の初代培養ケラチノサイトにお
いてUVB刺激12，24時間後で部分的にp38の活性
化が低下していること（Fig．3）から、　UVB刺激に
おけるケラチノサイトのアポトーシス誘導にASK2
が関与している可能性も示唆された。しかし、これ
までの報告から、培養ケラチノサイトの実験で用い
られるUVB照射量は5－25，000　mJ／cm2と幅があるこ
とに加え、P38MAPKや∫NKなどのMAPKが活性
化する時間も数分から24時間までと多くの報告が
あり25－27）、本実験の結果からもUVB照射量により
表現型が変わることが予想される。したがって細胞
内シグナル伝達をより的確に検出するためには、
様々な照射条件をさらに検討する必要があると思わ
れた。
　また、強度UVB照射モデルにおいて、　ASKI＋
マウスではASK2　／　マウスと同様の表現型が認め
られなかった（Fig．　2a）。これまでASK2はASKl
とヘテロ複合体を形成して安定化され、ASK2単独
ではほとんど分解されることが報告されており、
ASKI－／一マウスではASK2が欠損した表現型が予想
された。しかしながらASK2はケラチノサイトでの
タンパク発現量が比較的多く16）、検出感度を上げる
とASKI－／一マウス由来の表皮角化細胞でもウエス
タンプロット上でASK2のタンパク発現がわずかな
がら認められ（Fig．3）、わずかに存在するASK2に
より表現型に違いが生じたことが予想された。
　これまで免疫疾患や炎症性疾患にp38MAPKが重
要な役割を担うことが数多く報告されており、
p38MAPKの薬理学的な阻害が様々な炎症反応を軽
減させることが検証されている28）。一方で、p38a－／一
マウスは胎生致死となることが知られており29）30）、
p38MAPK阻害剤の毒性や望まれない副作用なども
報告されている31）。ASKI、　ASK2は様々なストレ
ス刺激に応じて、ストレス応答経路の下流分子であ
るp38MAPKなどの活性制御を担う分子として機能
する。ASKr／一マウス、　ASK2＋マウスはともに発
育が正常であり、紫外線という外的刺激に対する反
応性が異なることは、この過程におけるASKI、
ASK2の機能が異なることを示唆する。　UVBによ
る皮膚損傷は急性期だけでなく、長期曝露は非メラ
ノーマ性の皮膚がんの発生に関与することが報告さ
れており32）、これらの病態生理および分子メカニズ
ムの解明は疾患の治療ターゲットを見いだす上での
重要な足がかりとなる。
結 論
　本研究では、UVB照射による急性皮膚損傷にお
いて、ASKIとASK2が異なる機i能を有することを
初めて明らかにした。今後は、UVB照射後に
ASKI、　ASK2が表皮角化細胞の増殖因子の産生や
アポトーシスに関与するかを検討する予定である。
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Analysis　of　skin　reaction　to　ultraviolet－B　irradiation　in
　　　　　　　　　　　　　　　ASK1一／一and　ASK2一／一mice
Junya　Mizukami，　Ryoj　i　Tsuboi
Department　of　Dermatology，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　〈Purpose＞　Ultraviolet－B　（UVB）　irradiation　is　an　important　environmental　factor　in　the　pathogenesis　of　skin　disorders
such　as　sunburn，　skin　aging　and　skin　cancer．　lt　is　known　that　the　influence　of　UV　irradiation　is　associated　with　the　generation
ofreactive　oxygen　species．　Apoptosis　signal－regulating　kinase　1　（ASKI）　and　ASK2　is　evolutionarily　conserved　mitogen－acti－
vated　protein　kinase　kinase　kinase　（MAPKKK）　that　is　activated　by　various　stressors，　including　oxidative　stress，　and　is　known　to
activate　both　c－Jun　N－terminal　kinase　（JNK）　and　p38MAPK．　Here　we　investigated　whether　ASKI　and　ASK2　are　involved　in
UVB－induced　skin　illjuries　in　ASKI－deficient（ASKl＋）and　ASK2－deficient（ASK2＋）mice　after　UVB　irradiation．
＜Method＞　In　the　model　of　acute　UVB　inj’uries　in　WT，　ASKI一／一and　ASK2一ノーmice，　the　clipped　dorsal　skins　of　mice　were
exposed　to　UVB．　Moderately　or　severely　UVB－irradiated　dorsal　skins　were　analyzed　macroscopically　and　histologically　in
order　to　observe　reactive　acanthosis　and　epidermal　proliferation．　Cultured　primary　keratinocytes　derived　from　each　mouse
were　exposed　to　UVB　（40　mJ／cm2），　and　expression　of　p38MAPK　and　JNK　was　analyzed　by　immunoblotting．　〈Results＞
After　moderate　UVB　irradiation，　reactive　acanthosis　and　epiderm．al　proliferation　was　not　observed　in　ASK「／－mice，　Ineanwhile
after　severe　UVB　irradiation，　ASK2　M／M　mice　showed　a　decreased　area　of　skin　ulcers．　UVB－induced　p38MAPK　activation　was
reduced　in　the　late　phase　in　primary　1〈eratinocytes　from　ASK2－i一　mice．　〈Conclusion＞　These　results　suggest　that　ASKI　and
ASK2　are　involved　in　the　process　of　UVB－induced　acute　skin　injurjes，　but　they　have　distinct　functions．
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